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(54) Title: METHOD FOR EARLY DIAGNOSIS OF CARCINOMAS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR FROHEN DIAGNOSE VON CARCINOMEN 

(57) Abstract 

The present invention relates to a method for early diagnosis of carcinomas and the precursors thereof, comprising determination of 
the over-expression of a cell cycle regulator protein in an organic sample. The invention also relates to a kit that can be used for said 
method. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur frtlhen Diagnose von Carcinomen und ihren Vorstufen, das die Bestimmung der 
Oberexpression eines Zellzyklus-Regulatorproteins in einer KOrperprobe umfaBt. Femer betrifft die Erfindung einen hierfOr verwendbaren 
Kit. 
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Verfahren zur friihen Diagnose von Carcinomen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur friihen 
Diagnose von Carcinomen sowie ihren Vorstufen, insbesondere 
von Carcinomen des oberen Respirationstraktes oder des 
Anogenitaltraktes . 

Seit Mitte der 50iger Jahre werden Vorsorgeprogramme fur -die 
verschiedensten Carcinome angeboten. Fur das Cervix-Carcinom 
basieren diese hauptsachlich auf der morphologisch- 
cytologischen Untersuchung von Zellabstrichen der Cervix- 
Uteri, sog. Pap-Test, die in regelmaSigen Abstandigen bei der 
Frau ab dem 20. Lebensjahr im Rahmen von gynakologischen 
Routineuntersuchungen entnommen werden. Anhand der Morphologie 
der Zellen werden die Abstriche in unterschiedliche 
Auspragungsgrade dysplastischer Zellveranderungen eingeteilt. 
Die-se Auspragungsgrade werden mit normal, milde Dysplasie, 
mi t tier e Dysplasie, schwere Dysplasie bzw. invasives Carcinom 
entsprechend Pap I-V bezeichnet. Bei einem auffalligen 
Ergebnis des Pap-Tests wird eine kleine Biopsie entnommen und 
einer histopathologischen Untersuchung unterworfen, durch 
welche die Art und Auspragung der Dysplasie festgestellt und 
als cervikale intraepitheliale Neoplasie (CINI-III) eingestuft 
werden. 

Trotz aller Vorsorgeprogramme ist das Cervix-Carcinom mit uber 
400000 Neuerkrankungen pro Jahr das zwei thauf igste Carcinom 
der Frau. Dies liegt u.a. daran, daS die Ergebnisse des Pap- 
Tests bis zu 30 % falsch-negativ sind. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, 
ein Verfahren bereitzustellen, mit dem das Cervix-Carcinom 
fruhzeitig und zuverlassig diagnostiziert werden kann. Ferner 
sollten durch das Verfahren gutartige entzundliche oder 
metaplastische Veranderungen von dysplastischen Praneoplasien 
abgegrenzt werden konnen. 
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Erf indungsgemaS wird dies durch die Gegenstande in den 
Patentanspruchen erreicht . 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des 
Anmelders, dafi Zellzyklus-Regulatorproteine in vielen 
Carcinomen, z.B. solchen des oberen Respirationstraktes oder 
Anogenital-Carcinomen, insbesondere Cervix-Carcinom, bzw. 
Vorstufen dieser Carcinome, uberexprimiert sind. Beispiele der 
Zellzyklus-Regulatorproteine sind Zykline. Besonders sind 
Zyklin-abhangige Kinasen zu nennen, welche die Zykline 
regulieren. Ganz besonders sind Zyklin-abhangige Kinase- 
Inhibitoren zu nennen, welche wiederum die Zyklin-abhangigen 
Kinasen regulieren. Beispiele der Zyklin-abhangigen Kinase- 
Inhibitoren sind die Proteine pl4, pl5, pl6, pl9, p21 und p27 . 
Der Anmelder hat gefunden, dafc die Starke der Uberexpression 
der Zellzyklus-Regulatorproteine mit dem Grad der Zell- 
Dysplasie korreliert. 

Erf indungsgemaS werden die Erkenntnisse des Anmelders flir ein 
Verfahren zur friihen Diagnose von Carcinomen und ihren 
Vorstufen genutzt, das die Bestimmung der Uberexpression von 
Zellzyklus-Proteinen in einer Korperprobe umfafct. 

Der Ausdruck "Carcinome und ihre Vorstufen" umfaSt Carcinome 
jeglicher Art und Herkunft bzw. Vorstufen dieser. 
Beispielsweise konnen es Carcinome des oberen Respirations- 
traktes oder Anogenital-Carcinome, insbesondere das Cervix- 
Carcinom, sein. Von letzterem sind auch seine Vorstufen, z.B. 
cervikale intraepitheliale Neoplasie (CINI-III) , Carcinoma in 
situ (CIS), etc. besonders zu nennen. 

Der Ausdruck "Zellzyklus-Regulatorproteine" umfafct Zellzyklus- 
Regulatorproteine jeglicher Art und Herkunft. Beispielsweise 
konnen es Zykline sein. Besonders konnen es Zyklin-abhangige 
Kinasen sein, welche die Zykline regulieren. Beispiele der 
Zyklin-abhangigen Kinasen sind die Proteine cdk4 und cdk6 . 
Ganz besonders konnen es Zyklin-abhangige Kinase-Inhibitoren 
sein, welche wiederum die Zyklin-abhangigen Kinasen 
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regulieren. Beispiele der Zyklin-abhangigen Kinase-Inhibitoren 
sind die Proteine pl4, pl5, pl6, pl8 # pl9, p21 und p27, wobei 
pl6 bevorzugt ist. 

Der Ausdruck "Korperprobe" umfafct jegliche Korperproben, in 
denen Zellzyklus-Regulatorproteine nachgewiesen werden konnen. 
Beispiele solcher Korperproben sind Blut, Abstriche, Sputum, 
Urin, Stuhl, Liquor, Galle, gastrointestinale Sekrete, 
Lymphflussigkeit, Knochenmark, Organpunktate und Biopsien. 
Insbesondere sind Abstriche und Biospien angesagt, wenn es 
sich um den Nachweis von Anogenital-Carcinomen, z. B. Cervix- 
Care inom , handel t . 

Der Ausdruck "Bestimmung der Uberexpression von Zellzyklus- 
Regulatorproteinen" umfaJSt jegliche Verfahren, die sich zum 
Nachweis der Expression von Zellzyklus-Regulatorproteinen oder 
ihrer kodierenden mRNAs bzw. einer Amplif ikation der 
entsprechenden Gene eignen. Zur Feststellung einer Uberexpres- 
sion bietet es sich dann an, die zu untersuchende Korperprobe 
mit einer entsprechenden Korperprobe zu vergleichen, die aus 
gesunden Personen stairant. Eine solche kann in standardisierter 
Form vorliegen. Der Nachweis der (Uber) Expression von 
Zellzyklus-Regulationsproteinen kann auf Nukleinsaure- bzw. 
Protein-Ebene erfolgen. Fur den Nachweis auf Protein-Ebene 
konnen z.B. Antikorper verwendet werden, die gegen Zellzyklus- 
Regulatorproteine gerichtet sind. Diese Antikorper konnen in 
den verschiedensten Verfahren wie, Western-Blot, ELISA oder 
Immunprazipitation eingesetzt werden. Gunstig kann es sein, 
wenn die Antikorper auf festen Tragern, wie Teststreifen oder 
Latex- Partikel, fixiert sind. 

Mit der vorliegenden Erfindung ist es moglich, Carcinome 
friihzeitig, d.h. in ihren Vorstufen, zu diagnostizieren. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit 
zur Durchfuhrung eines erf indungsgemafcen Verfahrens. Ein 
solcher Kit umfafit: 
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(a) ein Reagenz zum Nachweis der Expression eines Zellzyklus- 
Regulatorproteins , z.B. einen gegen ein solches 
gerichteten Antikorper oder eine fur ein solches 
kodierende Nukleinsaure bzw. Teile davon, 

(b) iibliche Hilf smittel , wie Puffer, Trager, Marker, etc., 
und ggf s . 

(c) ein Mittel fiir Kontrollreaktionen, z.B. ein Zellzyklus- 
Regulatorprotein, eine fiir ein solches kodierende 
Nukleinsaure bzw. Teile davon, oder eine Zellpraparation 
z.B. einen Gewebeschnitt oder auf einem Objektkorper 
fixierte Zellen. 

Fiir die einzelnen Komponenten des Kits gelten vorstehende 
Ausfiihrungen entsprechend. Ferner konnen von den einzelnen 
Komponenten ein oder mehrere Vertreter vorliegen. 

Mit der vorliegenden Erfindung ist es moglich, Carcinome 
friihzeitig zu diagnostizieren. Insbesondere konnen Vorstufen 
von Carcinomen friihzeitig erkannt werden. Zu betonen ist auch, 
daS gutartige entziindliche oder metaplastische Veranderungen 
von dysplastischen Praneoplasien abgegrenzt werden konnen. 
Kennzeichnend ist ferner, dafi die durch ein erf indungsgemaSes 
Verfahren erzielten Ergebnisse nicht einer subjektiven 
Bewertung unterliegen, wodurch z.B. die f alsch-negativen bzw. 
f alsch-posi tiven Ergebnisse eines Pap-Tests oder von 
his tologischen Praparationen vermieden werden konnen. 
Desweiteren zeichnet sich die vorliegende Erfindung durch 
schnelle und einfache Handhabung aus, wodurch sie fiir groSe 
Screening-MaSnahmen, insbesondere auch in Landern der Dritten 
Welt, geeignet ist. Somit stellt die vorliegende Erfindung 
einen wichtigen Beitrag zur modernen Diagnostik von 
Krebserkrankungen dar. 

Rurze Beschreibung der Zeichnung. 

Fig. 1 zeigt den Nachweis der Uberexpression von cdk4 in 
HPV1 6- transformer ten cervicalen Carcinoma-Zellen 
CaSki. Die Angaben 4 h, 8 h, 12 h, 24 h weisen auf 
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die Zeitpunkte der Entnahme der Zellextrakte hin. 
Die Angabe co bedeutet Kontrolle wahrend arr die 
Zugabe des Serums andeutet. 

Fig. 2 zeigt den Nachweis der Uberexpression von cdk6 und 
pl9 in HPV16-transformierten NIH3T3-Zellen. Die 
Angabe co bedeutet Kontrolle. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele erlautert. 

Beispiel 1: Nachweis der Uberexpression von pl6 in Biopsien 
der Cervix Uteri 

(A) Aus 20 Biopsien der Cervix Uteri, die alle Grade der 
dysplastischen Progression von Normalgewebe (n=2) iiber 
CIN I (n=4), II (n=4), III (n=5) Lasionen bis hin zum 
invasiven Carcinom (n=5) umfassen, werden Paraffin- 
Schnitte mit einer Dicke von 3 -5ym hergestellt. Diese 
werden 2 x 10 min in Xylol entparaf f iniert und mit 
Ethanol rehydriert. Die Demaskierung der Antigene erfolgt 
in 10 mM Citrat-Puf fer (pH 6,0) im Autoklaven bei 110°C 
fur 10 min. AnschlieSend werden die endogenen Peroxidasen 
mit 0,25 % H 2 0 2 in PBS inaktiviert. Nach Blockierung 
unspezif ischer Bindungs tellen mit Pferde-Serum 
(Vectastain ABC detection kit, Vector Laboratories, 
Burlingame, Kalifornien, USA) fur 20 min bei Raumtempera- 
tur, werden die Schnitte fur 45 min bei Raumtemperatur 
mit einem pl6-spezif ischen, monoklonalen Antikorper 
(Neomarkers, Fremont, Kalifornien, USA) in Anwesenheit 
von 3 % fotalem Kalberserum inkubiert. Zum Nachweis der 
pl6-Antikorper-Bindung wird dann ein biotinylierter 
Sekundar-Antikorper (Pf erd-Anti-Maus-IgG, Vectastain kit, 
vgl. vorstehend) fur 30 min hinzugegeben , AnschlieSend 
erfolgt der Nachweis des gebundenen Sekundar-Antikorpers 
mit den Reagenzien und nach Anweisung des Vectastain kits 
und eine Kern-Gegenfarbung mit Meyerscher Hamalaunlosung. 
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Es zeigt sich, daS in Zellen mit Dysplasien eine 
Uberexpression von pl6 vorliegt. Ferner zeigt sich, daft 
die Starke der Uberexpression von pi 6 mit dem Grad der 
Zell-Dysplasie korreliert. 

(B) Ferner werden aus 78 Biopsien der Cervix Uteri Paraffin- 
Schnitte hergestellt. Die Biopsien betreffen Normalgewebe 
(n = 12), dysplastische Lasionen der Stufen CIN I (n = 
15), II (n = 14) und III (n = 18) sowie invasive 
Carcinome (n = 19) . Die Paraf f in-Schnitte werden, wie in 
(A) beschrieben, behandelt. Es werden die in Tabelle 1 
angegebenen Da ten erhalten. 



Tabelle 1 

pl6 Expressionsstarke 



Histologie 


n= 




+ 


++ 


+++ 


normal 


12 


9 


3 






CIN I 


15 


10 


3 


2 




CIN II 


14 


1 


4 


9 




CIN III 


18 






9 


9 


CxCa 


19 






1 


18 


insgesamt 


78 


20 


10 


21 


27 



Aus den Daten von Tabelle 1 geht hervor, daS pi 6 in 
Zellen von Dysplasien und invasiven Carcinomen 
iiber exprimiert wird, wobei die Uberexpression mit dem 
Grad der Dysplasie hin zum invasiven Carcinom zunimmt. 



(C) Desweiteren werden Paraf fin-Schhitte von 180 Biopsien der 
Cervix Uteri, wie in (A) beschrieben, behandelt. Ferner 
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wird die prozentuale Zellzahl bestimmt, die mit dem 
vorstehenden pl6-spezif ischen monoklonalen Antikorper 
reagiert. Desweiteren wird zwischen HPV positiven und HPV 
negativen Dysplasien bzw. invasiven Carcinomen 
unterschieden. Es werden die in Tabelle 2 angegebenen 
Da ten erhalten. 

Tabelle 2 

Prozentsatz von Zellen, die pl6 uberexprimieren 



n gemittelter Prozent- 
satz + Standardabweichung 



CIN I 


32 


54. 


9 


+ 


24.0 


HPV negativ 


17 


54. 


0 


+ 


27.2 


HPV positiv 


15 


55. 


9 


+ 


21.0 


CIN II 


32 


70. 


8 


± 


18.9 


HPV negativ 


14 


76. 


0 


+ 


15.8 


HPV positiv 


18 


66. 


.8 


+ 


20.5 


CIN III 


60 


92. 


.4 


+ 


10.2 


HPV negativ 


9 


94 


.4 




7.5 


HPV positiv 


51 


92 


.1 


+ 


10.7 


Invasives Carcinoid 


58 


97 


.8 


+ 


5.2 


HPV negativ 


5 


96 


.4 


+ 


8.1 


HPV positiv 


53 


97 


.9 


+ 


4.9 



Aus den Daten der Tabelle 2 geht hervor, dafi pl6 sowohl in HPV 
positiven als auch HPV negativen Zellen von Dysplasien und 
invasiven Carcinomen uberexprimiert wird. Kontrollen mit 
Normalgewebe bestatigen dies. Ferner zeigen die Daten, dafi der 
Prozentsatz an Zellen, die mit pl6 reagieren, mit dem Grad der 
Dysplasie hin zum invasiven Carcinom zunimmt. 
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Beispiel 2: 



Nachweis der Uberexpression von Zellzyklus- 
Regulatorproteinen in HPV- trans formierten 



Zellen 



(A) Cervicale Carcinoma-Zellen CaSki , die mit HPV16 
trans formiert sind, werden in Abwesenheit von Serum 72 h 
kultiviert. Nach Zugabe von Serum werden zu verschiedenen 
Zeitpunkten Zellextrakte gewonnen, einer SDS-PAGE 
unterworfen und auf PVDF -Membr anen (Du Pont) 
transf eriert . Die Expression von cdk4 wird mit 

' polyklonalem Antiserum (1 : 1000) von Santa Cruz 
bestimmt. Ferner wird die Expression von HPV16 - E7 
Protein mit einem monoklonalen Antikorper gegen HPV16 E7 
(1 : 50) von Triton bestimmt. Der Nachweis der einzelnen 
Immunreaktionen erfolgt iiber Peroxidase-gekoppelte Zweit- 
Antikorper und ein Chemielumineszenz-Nachweissystem (NEN, 
Du Pont) . 

Es zeigt sich, da£ cdk4 iiberexprimiert wird (vgl. Fig. 
1) . 

(B) NIH3T3-Zellen werden mit HPV16 transf ormiert, wodurch 
eine Expression von HPV16-E7 Protein erhalten wird. 
Zellextrakte der transf ormierten Zellen werden, wie in 
(A) beschrieben, gewonnen und behandelt. Zum Nachweis der 
Expression von cdk6 bzw. pl9 werden polyklonale Antiseren 
(1 : 1000) von Santa Cruz eingesetzt. Hinsichtlich des 
Nachweises der Expression von HPV16-E7 Protein und des 
Nachweises der einzelnen Immunreaktionen wird auf 
vorstehende Ausfuhrungen unter (A) verwiesen. 

• 

Es zeigt sich, dafi cdk6 und P19 uberexprimiert werden 
(vgl . Fig. 2) . 
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K 2696 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur fruhen Diagnose von Carcinomen und ihren 
Vorstufen, umfassend die Bestimmung der Uberexpression 
eines Zellzyklus-Regulatorproteins in einer Korperprobe. 

2. Verfahr.en nach Anspruch 1, wobei die Carcinome solche des 
oberen Respirationstraktes sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Carcinome 
Anogenital -Carcinome sind. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei das Anogenital-Carcinom 
ein Cervix-Carcinom ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 -4, wobei das 
Zellzyklus-Regulatorprotein ein Zyklin ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 - 4, wobei das 
Zellzyklus-Regulatorprotein eine Zyklin-abhangige Kinase 
ist . 

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei die Zyklin-abhangige 
Kinase cdk4 oder cdk6 ist. 

8 . Verfahren nach einem der Anspriiche 1 - 4 , wobei das 
Zellzyklus-Regulatorprotein ein Zyklin-abhangiger Kinase- 
Inhibitor ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei der Zyklin-abhangige 
Kinase-Inhibitor ein Protein pl4, pl5, pl6, pl8, pl9, p21 
oder p27 ist. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-9, wobei die 
Korperprobe Blut, Abstriche, Sputum, Urin, Stuhl, Liquor, 
Galle, Knochenmark, gastrointestinale Sekrete, Organpunk- 
tate bzw. Biopsin und/oder Lymphf lussigkeit umfaEt. 
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11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-10, wobei die 
Bestimmung der Oberexpression auf dem Nukleinsaure-Level 
erfolgt , 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-10, wobei die 
Bestimmung der Uberexpression auf dem Protein-Level 
erfolgt . 

13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die Bestimmung durch 
einen gegen ein Zellzyklus-Regulatorprotein gerichteten 
Antikorper erfolgt. 

14. Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der 
Anspriiche 1-13, umfassend: 

(a) ein Reagenz zum Nachweis der Expression eines 
Zellzyklus-Regulatorproteins , 

(b) iibliche Hilfsmittel, wie Puffer, Trager, Marker, 
etc . und ggf s . 

(c) ein Mittel fur Kontrollreaktionen. 

15. Kit nach Anspruch 14, wobei das Reagenz ein gegen ein 
Zellzyklus-Regulatorprotein gerichteter Antikorper ist. 

16. Kit nach Anspruch 14, wobei das Reagenz eine fur ein 
Zellzyklus-Regulatorprotein kodierende Nukleinsaure oder 
Teile davon ist. 

17. Kit nach einem der Anspriiche 14-16, wobei das Mittel ein 
Zellzyklus-Regulatorprotein oder eine fur ein solches 
kodierende Nukleinsaure oder Teile davon ist. 

18. Kit nach einem der Anspriiche 14-16, wobei das Mittel eine 
Zellpraparation ist. 
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NIH3T3 




Fig. 1 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



